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Vecteur retroviral pour le transfert et Texpression de genes dans des cellules eucaryotes. 

fey) L'Inventlon conceme un vecteur recombinant pour le 
cRSnage et/ou I'expresslon et/ou le transfert d'une se- 
quence nucltetida.<i axogdne caract6iis4 en ce qu'il 
compre^io ^oute s^uence contenue dans le fragment Clal- 
Pvull comprenant les nucleotides 7702 et 1527 de la se- 
quence donnee d la figure 1 et comprenant PenchaTnement 
LTR compris entre les nucleotides 7842 et 144, le site PBS 
debutant au nucleotide 145, la sequence d'encapsidation 
comprise dans I'enchaTnement de 250 nucleotides suivant 
la fin de la sequence LTR, ladfte sequence etant capable 
de contrdler le clonage et/ou I'expression et^ou le transfert 
de la sequence exog^ne, quelle que sott son orientation 
transcripttonnelle par rapport k forientation ou transcrip- 
tionnelle du vims. 

Elle est relative k Tutiltsation de ce vecteur pour le trans- 
feit et/ou le clonage et/ou I'expresslon de genes notam- 
ment dans le cadre de la therapie genlque. 
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VECTEUR RETROVIRAL POUR LE TRANSFERT ET L' EXPRESSION DE 
GENES D2^S PES CELLULES EUCARYOTES , 

L* invention a pour objet de nouveaxax vecteurs 
rdtroviratix, notamment pour le trans feirt et 
1" expression de genes dans des cellules eucaryotes. 
L ■ invention propose ^ cet egard des vecteurs 
particulierement appropries pour 1 "utilisation a des 
fins therapeutiques ou prophylactiques . 

L» evolution rapide de la genetique moleculaire a 
permis 1 ■ identification d'un nombre croissant 
d' anomalies moleculaires responsables de maladies 
hvtmaines. Au sein de 1" unite fonctionnelle que 
constitue un gene, se juxtaposent des regions 
responsables de 1' expression d'un signal biologique et 
de sa regulation. Chacune de ces regions est suceptible 
d'etre le siege de modifications pathologiques 
conduisant a une anomalie de synthese quantitative ou 
qualitative. La detection de ces anomalies en autorise 
un depistage mais I'objectif prioritaire reste d'ordre 
therapeutique . 

Le transfert de genes a visee therapeutique ou 
"therapie genique" somatique consiste a inserer un gene 
"reparateur" dans les cellules somatiques d'un 
organisme constitue, pour pallier au dysf onctionnement 
d'un gene endogene ; voire y a j outer une fonction 
nouvelle dans un but therapeutique. Le changement 
g^ndticpie resultant est susceptible de se transmettre 
aux cellules filles de la cellule mahipulee, mais il ne 
sera pas h6reditaire. La contrepartie normale de 
sequences d'ADN alterees se voit ainsi trans form^e en 
medicament . 

Le domaine de la thdrapie g6nique est aujourd'hui 
en pleine evolution et conjugue des essais cliniques 
(pour des effectifs de patients encore tr6s limites) 
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avec des travaux de recherche des plus f ondamentaux^ 
tels que les modes de regulation de 1' expression 
genique ou la vectorisation des sequences 
therapeutiques d'acides nucleiques. Les vecteurs 
actuellement utilises sont derives soit de virus 
inactives^ tels que les retrovirus ou les adenovirus, 
soit de complexes macromoleculaires . I,es retrovirus 
s'adressent plus volontiers a xin tissu cible comprenant 
un contingent de cellules souches susceptibles d'etre 
manipulees ex vivo ; par centre, lorsque le tissu cible 
est constitud de cellules en dif ferenciation terminale, 
ou bien intricpie dans un organe dont les contraintes 
architectural es ont des consequences f onctionnelles 
majeures, comme le poumon, le transfert de genes doit 
s'operer in vivo , par exemple au moyen d ' adenovirus . 
La therapie genique trouve ses applications dans des 
pathologies aussi diverses que les maladies 
hereditaires dues a 1" alteration d'un seul gene, comme 
la myopathie de Duchenne, les maladies lysosomiales, la 
mucoviscidose ou des maladies acquises telles que le 
sida, les cancers, la maladie thrombo-embolique ou des 
maladies neurologiqpies degeneratives • 

Neanmoins, si les applications potentielles du 
transfert de genes sont extraordinairement larges, les 
developpements therapeutiques de cette approche et sa 
pertinence se heurtent encore a des difficultes 
technologiques . 

Le developpement de vecteurs retroviraux plus 
ef f icaces c[ue les outils existant constitue a cet egard 
un objectif prioritaire. En effet, les vecteurs 
retroviraux ont fait la preuve de leur efficacite dans 
des systfemes oti les cellules cibles du transfert sont 
l«objet de mitoses et comportent idealement un 
contingent de cellules souches ; mais les limitations 
sont essentiellement liees a une infectivite 
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insuffisante des virus utilises et/ou un niveau de 
transcription trop modeste. 

L • invention a pour but de proposer des vecteurs 
plus performants que ceux existants, lesquels sont 
actuellement pour la plupart derives du squelette du 
virus de la leucemie murine de Moloney. 

Ii* invention repose sur des travaux realises a 
partir d'une souche particulierement virulente du virus 
de Friend. Ii'isolat 1-5 du virus ecotrope de la 
leuc6mie taurine de Friend a ete obtenu a partir de 
cultures de moelle a long terme infect^es par le 
complexe viral inducteur de polyglobulies du virus de 
Friend (FV-P) (Matliieu-Mahul et al. ^ 1982). La souche 
FB29 du F-MuLV d6rivee de I'isolat 1-5 (Sitbon et al, 
1986) est responsable d'effets cytolytiques et 
leucemogenes sur les cellules erythroides, conduisant a 
une anemie hemolytique precoce et severe suivie d'une 
ery thro leucemie tardive chez les souris susceptibles, 
innoculees a la naissance. Les regions responsables de 
1 ' erythroleucemie ont ete localisees au niveau de la 
region U3 du LTR viral (Sitbon et al, 1986 ; Sitbon et 
al, 1991). Le determinant principal de 1* anemie 
hemolytique semble dependre de sequences d'enveloppe 
specif iques de la souche FB29 ; la sever ite pouvant en 
etre influencee par trois regions distinctes, dont un 
segment structural de I'enveloppe, des sequences 
3.otivatrices de la transcrition localisees dans la., 
region U3 , et enf in^ des sequences des rdgions U5-gag— 
pol (Sitbon et al., 1990). 

Les invent eurs s e sont int er es s es aux 
caract6ristiques particulieres de cette souche et I'ont 
utilisde pour definir des vecteurs r6troviraux. 

L* invention a pour objet un vecteur recombinant 
pour le clonage et/ou 1 » expression et/ou le transf ert 
d^une sdquence de nucleotides exogene caracterisd en ce 
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qu'il comprend toute sequence contenue dans le fragment 
Clal-PvuII comprenant les nucleotides 7702 et 1527 de 
la sequence donnee a la figure 1 et comprenant 
1 • enchalnement LTR compris entre les nucleotides 7842 
et 144^ le site PBS debutant au nucleotide 145, la 
sequence d ' encapsidation comprise dans 1 ' enchaxnement 
de 250 nucleotides suivant la fin de la sequence LTR, 
ladite sequence 6tant capable de controler le clonage 
et/ou 1' expression et/ou le transfert de la sequence 
exogene. 

Avantageusement le controle du clonage, de 
1* expression ou du transfert de la sequence exogene est 
realise selon 1' invention, quelle que soit 
1 • orientation transcriptionnelle de cette sequence par 
rapport a 1 ' orientation transcriptionnelle du virus . 

Une sequence de nucleotides exogene selon 
1' invention, est une sequence de nucleotides qui n«est 
pas naturellement contenue dans le materiel gen^tique 
constituant le vecteur, et en particulier dans les 
sequences necessaires au controle de 1' expression du 
clonage ou du transfert* II peut s'agir d'une sequence 
naturelle ou synthetique, notamment d'une sequence 
liybride . 

Par 1' expression "transfert d*une sequence de 
nucleotides exogene", on entend 1 ' incorporation d'une 
sequence portee par le vecteur, dans le genome d'une 
cellule trans formee par ce vecteur. Un tel transfert 
peut etre realise par recombinaison, en particulier par 
recombinaison homologue, 

Selon un mode de realisation avantageux de 
1' invention, la sec[uence exogene et la sequence 
contenue dans le fragment Clal-PvuII ou ce fragment 
selon la description ci-dessus, sont inseres dans un 
plasmide, par exemple dans le plasmide Pucl9, le 
plasmide Pucl8, ou tout autre plasmide approprie. 
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De preference, le vecteur recombinant comprend en 
outre une partie de la sequence gag situee entre les 
nucleotides 619 et 2245 de la sequence de la figure 5, 
en particulier la sequence comprise entre les 
nucleotides 619 et 1527 de la sequence de la figure !• 

La presence d'vm fragment ou de la totalite de la 
sequence qacy peut contribuer a la stabilisation du 
vectetir obtenu et le cas ech6ant permet de diminuer le 
risque de recombinaison a I'interieur de ce vecteur. La 
sequence gag code pour une nucleoproteine du virus de 
Friend. 

Un vecteur -particulier ement prefere dans le cadre 
de la realisation de 1* invention est le vecteur 
comprenant le fragment Clal-PvuII comprenant les 
nucleotides 7702 a 1527 de la sequence representee a la 
figure 1» 

Un vecteur ainsi constmait contenant une unique 
sequence LTR peut etre en particulier mis en oeuvre 
dans le cadre du trans fert de genes ex vivo ou in vivo , 
ledit gene etant represente par la sequence de 
nucleotides exogene . 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
le vecteur recombinant est caracterise en ce qu'il 
comprend en outre toute sequence contenue dans le 
fragment BamHI-BamHI comprenant les nucleotides 7702 a 
310 de la sequence representee a la figure 1, et 
comprenant 1 • enclxainement LTR compris entre les 
nucleotides 7842 et 144, le site PBS debutant au 
nucleotide 145, la sequence d" encapsidation comprise 
dans 1 ' enchainement de 250 nucleotides suivant la fin 
de la sequence LTR, ladite sequence etemt capable de 
controler le clonage et/ou 1» expression et/ou le 
trans fert de la sequence exogene, quelle que soit son 
orientation transcriptionnelle par rapport a 
1 ' orientation transcriptionnelle du virus. 
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Un tel vecteur contient done deux sequences LTR, 
ayant la meme origine virale. 

Ces sequences LTR peuvent etre separees sur le 
vecteur par la presence de la sequence gag dont il a 
ete question ci-dessus et/ou par la sequence de 
nucleotides exogene que I'on cherche a transferer^ 
doner ou exprimer, 

Selon un mode de realisation interessant de 
1 ' invention, le vectexir recombinant est caracterise en 
ce qu'il comprend la totalite du fragment BamHI-BamHI, 
comprenant les nucleotides 7702 a 310 de la sequence 
representee a la figure 1, 

Ii» invention concerne aussi un vecteur recombinant 
tel que la sequence contenue dans le fragment Clal- 
PvuII et/ou ce fragment, et/ou la sequence contenue 
dans le fragment BamHI-BamHI et/ou ce fragment est 
remplacee soit par une sequence hybridant dans des 
conditions de forte stringence avec la sequence 
correspondante des susdits fragments, soit par une 
sequence ayant une homologie d*au moins 95% en 
nucleotides avec la sequence correspondante des susdits 
fragments ou d'au moins 85% s'agissant de la secjuence 
U3 • 

L ' hybridation est realisee dans les memes milieux 
d ' hybridation que ceux decrits a la partie 
experimentale en ajoutant toutefois, deux rin^ages 
pendant 10 min. a 65 dans un milieu SSC Ix, SDS 0,1 
ainsi que 2 ringages pendant 10 min. a 65 'C dans un 
milieu SSC 0,.lx, SDS 0,.l, 

lie cas echeant, I'une des deux sequences LTR 
definies pr6cddemment, a partir de la sequence du virus 
F-MuIiV (souche FB29 du virus de Friend) peut etre 
remplac6e par une sequence LTR provenant d"un autre 
virus,, par exemple du virus de la leucemie murine de 
Moloney (Mo-MuLV) . 
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De meme le vecteur recombinant de 1' invention peut 
egalement contenir d'autres sequences retrovirales que 
celles qui ont ete decrites ci-dessus, soit issues du 
meme virus F-MuLV dont la sequence est donnee a la 
figure 5, soit issues d"un autre virus. 

L ' invention a egalement pour ob j et un vectexir 
recombinant caracteris6 en ce qu'il contient en outre 
au moins un adaptateur multiple presentant des sites de 
restriction uniques par rapport aux sites contenus dans 
le vecteur. 

Un tel adaptateur^ de preference a sites multiples 
(polylinker) a pour but de permettre notamment 
1' insertion d'une ou plusieurs sequences exogenes dont 
on recherche le transfert, le clonage ou 1 ' expression. 

Un vecteur particulierement interessant est le 
vecteur caracterise en ce qu'il s'agit du plasmide 
FOCH29 depose sous la denomination pFOCH29-SCSl dans 
une souche de E-coli SCSI a la C.N.CM. le 30 Juin 1993 
sous le n" 1-132 6. 

La souche E.coli SCSI est commercial isee par la 
societe STRATAGENE Corp- 

Un vecteur de 1 ' invention peut egalement 
comprendre un gene ou une partie d'un gene marqueur 
comme par exemple le gene de resistance a la neomycine. 
La presence d'un gene marqueur facilite notamment la 
detection de la presence du vecteur dans des cellules 
recombinantes . 

L' invention a egalement pour objet un vecteur 
recombinant repondant aux definitions pr6cedentes, dems 
lequel la region U3 du LTR est deletee au moins en 
partie, de fagon telle que le promoteur et/ou 
I'activateur contenu(s) dans U3 est (sont) au moins en 
pairtie inactive (s) ou modifi6(s) . 

De meme la sequence U5 , voire le cas echecint la 
sequence R, peut etre ddldtee au moins en partie. 
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Cette deletion peut etre realises au niveau d'un 
unique enctialnement LTR present dans le vecteur ou 
eventuellement au niveau de chaque sequence LTR de ce 
vecteur . 

Elle conduit cependant le plus souvent a une 
diminution du titre en particules virales. 

Selon un autre mode de realisation de 1 ' invention 
la sequence de nucleotides exogene est sous le controle 
d'un promoteur exogene. 

Par "promotexir exogene",. on entend un promoteur 
qui n'est pas natxirellement present dans le vecteur. Un 
tel promoteur peut etre le promoteur naturel de__.la 
sequence exogene, II peut s'agir d'un promoteur 
constitutif ou d'un promoteur inductible. 

Un vecteur recombinant defini precedemment est de 
preference introduit par exemple par transfection ou 
electroporation, dans xme lignee d'encapsidation. Cette 
transfection peinnet la constitution de particules 
virales, propres a la realisation de recombinaisons par 
transduction dans des cellules cible en vue du clonage, 
du transfert ou de 1" expression de la sequence de 
nucleotides exogene contenue dans le vecteur. 

Ainsi^ un vecteur particulierement interessant 
peut etre transfecte dans une lignee psi-CRIP. 

On peut egalement avoir recours a la lignee 
d'encapsidation psi-CRE ou a toute autre lignee dfes 
lors qu'elle ae conduit pas a des recombinaisons 
susceptibles de donner lieu a la production de 
particules virales de type sauvage a partir de I'ADN 
proviral contenu dans le vecteur. 

Selon xm autre mode de realisation de 1' invention^ 
le vecteur recombinant peut etre introduit dans des 
liposomes ou dans xin complexe macromoleculaire 
(Monsigny M. et al M/S 1993) . 
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Le vecteur FMuMV peut etre utilise pour r6aliser 
de telles lignees d'encapsidation, selon la technique 
illustree dans McLachlin JR et al, 1990. Une telle 
lignee peut etre construite a partir des sequences des 
genes gag[r env et pol r la sequence d' encapsidation 
etant deletee et vine au moins des sequences aag, pol ou 
env comportant une mutation ponctuelle qui n'altfere pas 
la proteine resultante. 

Les vecteurs de 1» invention peuvent contenir une 
ou plusiexirs sequences exogenes. Ces sequences peuvent 
etre inserees en dehors des fragment Clal-PvuII ou 
BamHI-BamHI comme on I'a vu plus -haut^ ou au contraire 
peuvent etre inser6es au sein de ces fragments et en 
particulier dans leur sequence LTR. 

Ces vectexxrs peuvent aussi contenir des elements 
de ciblage cellulaire pour orienter 1 ■ integration du 
vecteur dans des cellules determinees. 

Les applications de ce vecteur peuvent etre de 
nature tres diverses et en particulier ces vecteurs 
peuvent etre utilises pour le clonage, 1' expression 
et/ou le transfert de sequences de nucleotides ayant un 
interet therapeutique, 

Ainsi on peut utiliser les vecteurs de 1' invention 
pour le transfert dans des cellules par example des 
cellules somatiques, de genes a visee therapeutique 
quelle (s) que soi(en)t la ou les maladie(s) ou 
pathologie(s) concernee(s) • 

Les sequences d» interet therapeutique dont il est 
question ici sont par exemple des sequences 
correspondant a 1' equivalent normal d'un gene non 
fonctionnel dans le cas d'une pathologie donnee, ou 
encore une sequence antisens ou un mutant negatif 
dominant d'xin gene donne ou une sequence codant pour un 
inhibiteur fonctionnel d'un gene. 
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Le transfert peut etre realist par transduction 
dans des cellules, tissus, organes ou organismes. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 
la sequence de nucleotides exogene code pour vm 
antigene ou un determinant antigenique. 

Un vecteur contenant un tel determinant 
antigenique pourra etre utilisd h titre de vaccin 
permanent ou transitoire ou le cas 6cheant dans le 
cadre d'un protocole therapeutique , par exemple pour 
susciter une reponse immunitaire. 

A titre d' exemple, des sequences des antigenes des 
retrovirus HIV peuvent etre incorpordes dans le vecteur 
de 1' invention. 

La sequence de nucleotides exogene dont il est 
question pr^cedemment peut etre une sequence d'ADN 
genomique ou une sequence d'ADNc ou encore une sequence 
d'ARN. 

De meme, cette sequence peut etre naturelle ou 
synthetique . 

L' invention a egalement pour objet une cellule 
recombinante procaryote ou eucaryote caracterisee en ce 
qu'elle est modifiee par un vecteur recombinant de 
1 ' invention . 

Une telle cellule est avantageusement une cellule 
de mammifere, en particulier une cellule hxamaine. 

De mSme il s'agit soit d'une cellule totalement 
differenciee ou d'vme cellule de type precurseur. Par 
exemple le vecteur de 1- invention est particuli^rement 
approprie pour la modification de cellules 
h^atopoidtiques et Egalement de precurseurs de 
cellules h^matopoidtiques . 

Par ailleurs, des cellules nerveuses, neuronales 
ou gliales, peuvent 6galement etre modifides par le 
vecteur de 1" invention. 
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Le vecteur recombinant selon 1' invention peut 
aussi etre mis en oeuvre pour modifier des 
f ibroblastes ^ des cellules cutanees, des cellules 
liepatic[ues ou des cellules musculaires. 

D'autres caractdristiques et avantages de 
1 ' invention apparaissent dans les exemples et les 
figures qui suivent. 

Figure 1 : Sequence de I'l^N viral utilise pour la 
realisation du vecteur FOCH29, 

Figure 2 : Cairte de restriction du vecteur F0CH29. 

Cdtes Seq "FB29" 

Cla — > U3 140 (7845-7702) 

U3 > R 410 (8255-7845) 

R — > CBS 145 (0-145) 

PvuII — > BamHI 208 
PvuII — > PvuII 1098 

pUC628 MT 
PvuIIMT — > PvuII 1669 

PUC306 

BsmAI — > 55/150/765/1766/2531/2684 

Figure 3 : Cairfce de restriction du vecteur FOCH29-Neo, 
I*e gene neo a ete clone dans le site accepteur, Les 
enzymes utilisables dans le polylinker sont Xba, Sal, 
SphX • 

Coupures: - Bglll 2070 

5300 

- Bam 1392 

1500 
4456 

- Sal/Bglll 300 

2070 
5000 
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Figure 4 : Carte de restriction du plasmide pUC19. 

Figure 5 : Sequence du FMuLV, 

Exemples 

MATERIEL ET METHODES 

1- Soxxrce du materiel qenomicfue viral 

L'ADN" genomique du provirus a 6te clone dans 
pBR322 (Sitbon et al.^ 1986). Apres remplacement du 
site Cla I en 7702 de la sequence du virus par xin site 
EcoRI, le fragment EcoRI- PvuII de 2110 paires de bases 
(pb) contenant 1 ' int6gralite du Long Terminal Repeat 
viral (LTR) a ete sous-clone aux sites EcoRI et Smal du 
polylinker (adaptateur multiple) de pUC19. 

2- Construction du vecteur retro-viral F0CH29 

Le site Hindlll du polylinker de pUC19 contenant 
le fragment EcoRI -PvuII a ete remplace par un site 
Bglll^ apres ouverture par Hindlll, remplissage par le 
fragment long de I'ADN polymerase d'E.Coli (fragment 
Klenow ) et ligation avec un adaptateur Bglll ne 
recreant pas le site Hindlll ; le site Bglll a ete 
introduit pour recevoir un fragment BamHI-BamHI de 
865pb contenant un second exemplaire du LTR natif du 
virus de Friend destine a constituer le LTR d'aval (ou 
3 ' LTR) . Ce fragment BamHI-BamHI a ete isole en 
remplagant le site EcoRI de pUC19 par un site BamHI 
d*amont au moyen d'un adaptateur (linker) ne recreant 
pas le site EcoRI apres remplissage des extremites par 
le fragment Klenow de I'ADN polymerase ; le site BamHI 
d'aval est endogene a la sequence virale. 

Ce fragment a done et6 introduit par ligation avec 
l^airmature de base (pUC19) dont 1« ouverture par Bglll 
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pentiefctait de manager des extremites cohesives avec les 
extremites generees par BamHI . Le plasmide resultant 
est appele pFOCH29. 

3— Introduction d'xin gene margueur 

Le fragment d'ADNc Bglll-BamHI (1500 pb) du gene 
de resistance a la N6omycine d6riv6 du r6trotransposon 
Tn5 (NeoR) a ete introduit entre les deux LTRs viraux 
apres ligation des trois fragments : pUC19-5"LTR BglXI, 
NeoR Bglll-BamHI et 3»LTR BamHI-BamHI . Le plasmide 
resultant est appele pFOCH29-Neo, 

4- Transfection de ligndes d'encapsidation Psi-CRIP et 
infection de fibroblastes 

Le plasmide pFOCH29-Neo a ete introduit dans la 
lignee d 'encasidation amphotrope psi-CRIP decrite par 
Danos et al. (1988) par transfection utilisant la 
precipitation au phosphate de calcium selon la 
procedure standard, sans ADN carrier ; 10 microgrammes 
de plasmide ont ete deposes sur une bolte de culture de 
35mm de diametre ou 5,10^ cellules ont etd plantees la 
veille. 

Les cellules psi-Crip ont ete cultivees en milieu 
de Dulbecco modifie Eagle (DMEM, Gibco-BRL) additionn^ 
de 10% de serum de veau nouveau-n6 (HyClone) . Deux 
jours apr&s la transfection les cellules ont 6t6 
trypsin6es, dilutes au 1/20 eme et mises sous 
selection, en presence de Geneticine a la concentration 
finale de 1 milligramme (mg) par Millilitre (ml) de 
milieu de culture • Les colonies apparues apr^s 12 jours 
ont 6td pr61evees et reimplantees sur des boltes de 
culture de 24 puits^ a raison d'un clone par puits. 

Le sumageant de culture de cellules d'lm puits 
parvenu a confluence a dtd pr61eve, f litre sur 0,45 Atm 
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pour eliminer les cellules en suspension et utilise 
pour infecter des fibroblastes murins (NIH3T3) plantds 
de fa^on identique sur des boites de culture de 24 
puits, en presence de polybrene a la concentration de 8 
Mg/ml. Les NIH3T3 ont ete cultivees en DMEM additionn^ 
de 10% de serum de veau foetal (SVF) . L * integration 
virale a ete analysee par PGR sur un lysat de NIH3T3 
parvenues a confluence • 

5- Reaction en chaine de la Polymerase (Polymerase 
Chain Reaction ou PGR) 

Le surnageant du lysat des NIH3T3 confluentes sur 
un puits de boite de culture de 24 puits a ete 
recueilli dans 100 fil dont 10 ul ont ete utilises dans 
la reaction de PGR, qui est pratiquee dans le tampon 
suivant : tampon de PGR lOX standard incluant 25mM: de 
MgGlg (Perkin-Elmer/Rociie MS) ; 100 nanogrammes (ng) de 
chaque amorce ; 2ul de dNTPs lOmM (melange equimolaire 
de chaque dNTP a la concentration initiale de 10 mM, 
soit 2,5mM chacun) ; 2 unites de Taq Polymerase clonee 
(Perkin-Elmer/Roche MS) pour 40 cycles, une seule unit6 
pour 25 cycles ; pour un volume final de 50/il. 

Deux couples d' amorces ont ete utilises. 

Les sequences des oligonucleotides utilises sont : 
1") - pour le premier couple : 

5 • CTGGTGAGGGGAGAAGAAAAAC-3 » / 5 * GCGGCTGAGAAGAAGTGGTC-3 ' 
? 2 " ) - pour le second couple : 

5 • GACGAGTTGTTCTGAGGGGG-3 * / 5 ' GATCTGAACTTGTCTATTGTTG-3 • 

La taille des sequences amplifiees est pour le 
premier couple. Fin-gag/deux tiers proximaux gene NeoR 
: 900 pb ; et pour le second couple, tiers distal gene 
NeoR/ moiti6 proximale du LTR 3»: 610 pb. 

D^naturation 5 min a 94 "C ; 40 cycles sur 
GeneAmpPCR 9600 avec denaturation 30" a 94°C ; 
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annealing 15" a 55'C et elongation 30" a 72 ; suivis 
d'une etape tenainale d' elongation de 10 min. 

Les echantillons (15ul sur 50ul) ont ete deposes 
sxir gel d* agarose a 1^2% (Seakem, FMC) et ont ete 
soumis a une 61ectrophorese horizontale de 45 min a 80 
volts ; la detection du signal reposant sur 1' analyse 
de l^intensite de fluorescence en bromure d'ethidium 
(BET) • 

6- Determination des titres infectieux 

Chacun des clones ayant ete teste pour sa capacite 
a inf ecter des NIH3T3 a etd amplif ie et eventuellement 
congele dans I'attente de 1' analyse par PGR de 
1 ' ef f icacite d • inf ection, 

Apres PGR deux clones principaux ont ete retenus 
et amplifies afin d« inf ecter des NIH3T3 selon une 
procedure standard, 

1ml de surnageant de culture de 16 heures sur une 
bolte de 35mm de diametre de chaque clone producteur a 
ete preleve a confluence, filtre sur 0,45um afin 
d'eliminer les cellules productrices en suspension. I,e 
surnageant a ete mis en contact avec les cellules 
NIH3T3 a 50% de confluence sur une boite de culture de 
meme diametre (35mm) , en presence de polybrene a la 
concentration de 8ug/ml de milieu, Les cellules ont ete 
incxib^es pendant 2H30 environ, a 3VC ; une agitation a 
ete pratiquee chaque demi-heure. Trois volumes de 
milieu frais ont 6td ajoutes apres 2H30. 

TITRES INFECTIEUX VIRAUX 

Des dilutions successives du surnageant primaire 
ont 6t6 utilisdes pour infecter des cellules NIH3T3 ; 
sximageant pur, dilud au 1/lOeme^ au 1/lOQOfeme et au 
1/100 OOOeme, Deux jotirs apres 1» infection, les 
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cellules ont ete trypsinees passees au l/20eine environ 
sur trois boites de culture de 100 mm de diametre et 
mises sous selection par addition de Geneticine 
(Img/ml) au sumageant. 

SOUTHERN BLOT 

Deux j ours apres 1 ' infection par du surnageant 
pur, les NIH3T3 ont dt§ trypsinees, passees au l/20eme 
environ sur trois boites de culture de 100 mm de 
diametre, dont I'une est mise sous selection par la 
geneticine • 

A confluence, 1*ADN genomique des cellules 
infectees par chacun des deux clones apres ou sans 
selection, est extrait puis quantifie. 

Ii'ADN a ete digere par deux enzymes de 
restriction, PstI et Kpnl afin de realiser un Southern 
blot. Apres controle de la qualite de la digestion et 
homogeneisation de la quantite d'ADN deposee dans 
chaque puits, le transfeirt a ete realise sur une 
membrane de Nylon Hybond N (Amersham) • L' hybridation a 
ete conduite avec une sonde incluant la totalite des 
sequences du LTR viral encadrees par 100 bases en amont 
et 100 bases en aval. La sonde a ete marquee par 
extension d' amorce (Feinberg et Vogelstein, 1983, 1984) 
avec du dCTP marque a 1 ' alpha-32-P, a une activite 
spdcifique de 5.10^ cpm//ig, 

L* hybridation a ete pratiquee dans un milieu 
constitu6 de : 50% formamide ddsionisee ; 5X SSEP ; IX 
denhardt's ; 5% dextran sulfate et 0,2mg/ml d'ADN de 
saumon sonique, pendant 20 heures a 42 *C. De brefs 
ringages ont ete pratiques dans une solution peu 
stringente 2X SSEP/0,1% SDS, 5min a temperature 
ambiante et 10 min a 65 ''C ; suivis d'xine exposition de 
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3 jours sur films Kodak-XAR-5 a -80 avec ecrans 
amplif icateurs Li-Plus (Dupont-NEN) . 

7- Recherche de production de virus Helper 

Cette recherche a ete effectuee par test de 
mobilisation sur lignees 3T3BAG (Danos et al, 1988 ; 
Danos, 1991) . 

Les cellules 3T3BAG ont dans un premier temps ete 
infectees par le surnageant pur de lignees 
d'encapsidation infectees. Plusieurs cycles successifs 
d* infection de 3T3BAG vierges avec le surnageant des 
3T3BAG precedemment infecti^^ orit ete pratiques pour 
sensibiliser le test* 

RESULTATS 

1- Construction du vecteur retro-viral FOCH29 

La souche virale FB29 du virus de la leucemie 
murine de Friend a ete isolee (Mathieu-Mahul et al • , 
1982) et I'ADN genomique du provirus integre a ete 
clone dans pBR322 (Sitbon et al;, 1986). Get ADN 
genomique a ete entierement sequence (Ferryman et al., 
1991) . Le fragment genomique Clal-PvuII de 2120 pb a 
et6 sous clone dans pBR322. Ce fragment comporte les 
demiers nucleotides de la sequence codant pour la pl5E 
de I'enveloppe virale, 1 • integral ite du Long Terminal 
Repeat (ou LTR) et les 3/5 emes des sequences gag. II 
const itue la matrice de 1 ' architecture du vecteur. 

Apres remplacement du site Clal par un site EcoRI, 
le fragment EcoRI-PvuII a ete sous-clone respectivement 
en EcoRI-Smal de I'adapteur multiple de pUC19. Ce clone 
a, d'tine part, 6td maintenu intact pour former 
1 'architecture de base du vecteur incluant : le LTR 
d'amont ou LTR 5', le site de fixation de I'initiateur 
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de la transcription virale (Primer Binding Site ou 
PBS) , la sequence d'encapsidation, les sequences gag et 
le segment de I'adaptateur multiple (polylinker) de 
pUC19 menage par la digestion EcoRI/Smal ; destine a 
!• insertion de genes d'interet. 

D» autre pairt^ un fragment BamHI-BamHI a ete 
derivd, en rempla^ant en amont^ le site EcoRI par un 
site BamHI ; et en tirant profit, en aval, du site 
BamHI endogene du virus, situd immediatement en aval du 
site donneur d'epissage, Ce fragment a ete introduit 
dans 1' armature de base, dont le site Hindlll du 
polylinker avait ete au prealable remplace par un site 
Bglll, generant des extremites cohesives avec celles 
generees par 1» enzyme BamHI. 

Le gfene marqueur derive du Retrotransposon Tn5, 
conf erant une resistance a la Neomycine (NeoR) , a ete 
introduit entre les deux LTRs. Apres transformation sur 
une souche de bacteries hypercompetentes de phenotype 
recombinase negatif profond, afin de prevenir des 
remaniements eventuels des sequences en presence, les 
trans formants de la configuration attendue ont ete 
selectionnes sur la base d'une carte de restriction 
etendue explorant la totalite de la construction • L'un 
d' entre eux, baptise pF0CH29 a ensuite ete amplifie et 
purifie afin de disposer d'une source de - materiel 
adequat, destine a la transfection de lignees 
auxiliaires productrices de particules virales. 

2- Obtention de clones producteurs de virus defectif 

Tremsfection de lignees d'encapsidation psi-CRIP : 
Le plasmide pFOCH29-Neo a 6td introduit dans la lignee 
d'encasidation amphotrope psi-CRIP decrite par Danos et 
al, (1988) par transfection utilisant la precipitation 
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au phosphate de calciim selon la procedure standard^ 
sans ADN carrier. 

Apres la mise sous selection par la Gen6ticine, 40 
parmi les colonies apparues ont ete pr^levees et le 
surnageant de culture utilise pour infecter des 
fibroblastes murins (NIH3T3) Le processus primaire de 
selection d'une serie de clones les plus hautement 
producteurs de particules virales defectives 
encapsid6es a reposd sur 1 'utilisation de la technique 
d* amplification genique par reaction en chalne de la 
polymerase. L • integration virale est analysee par PGR 
sur un lysat de NIH3T3 pairvenues a confluence. 

Deux couples distincts d* amorces de PGR ont ete 
utilises : 1" un premier couple amplifiant le segment 
terminal des sequences gag incluses dans la 
construction et les deux tiers proximaux du gene de 
resistance a la neomycine ; 2* un second couple 
d' amorces amplifiant le tiers distal du gene de 
resistance a la Neomycine et la moitie du LTR d ' aval 
(3') • 

Quatre clones ont ete retenus sur la base d ' un 
signal de PGR plus intense que les 36 autres ; la 
repetition de la procedure a permis de confirmer les 
donnees initiales indiquant que pour deux clones le 
signal se detachait de fagon nettement plus intense. 
Ges dexix clones ont ete amplifies et le surnageant de 
culture des c^j-lules productrices a ensuite ete utilise 
pour infecter des NIH3T3 a plus large echelle dans le 
but d'evaluer I'efficacite de la construction en termes 
quantitatif s . 

3- Evaluation des clones producteurs 



PGR Quantitative 
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Une analyse par PGR semi-quantitative a ete menee 
en utilisant le couple amorces amplifiant la region 
correspondant au tiers distal du gene NeoR jusqu'a la 
partie mediane du LTR d'aval (3'LTR), Pour chaque clone 
IjLig et 3 fig d'ADN genomique extrait a partir de cellules 
NIH3T3 infect6es par un surnageant pur apres ou sans 
selection par la N6omycine, ont 6t6 utilises, Chaque 
test a 6te ef fectue en double (duplicate) . Plusieurs 
dilutions du plasmide pFOCH29-Neo ont ete testees en 
parallele calculees de telle sorte qu"elles 
correspondent a 0.1, 0.5 et 1 copie du transgene pour 
1' equivalent de Ijug d'ADN genomique soit respectivement 
0,115 pg, 0,575 pget 1,15 pg pour un plasmide d'une 
taille de 7164 pb - 

La PGR a ete realisee sur 24 cycles, ce qui 
correspond a une phase encore exponentielle de la 
reaction. La lecture a ete realisee par analyse 
densitometrique informatisee (Cybertech) de la 
fluorescence au bromure d*ethidium (cf tableau) . 

Pour le premier clone, une difference 
significative a ete observee entre I'intensite du 
signal obtenu a partir des cellules infectees 
selectionnees et non selectionnees ; plus franche sur 
les echantillons de 1/xg (70% du signal par rapport au 
selectionne) que sur ceux de 3fj,g pour lesquels le 
systeme de detection est sature par 1 ' intensite du 
signal. 

Pour le deuxieme clone, il n'existe aucune 
difference d' intensite du signal entre cellules 
s61ectionndes et non-selectionn6es , ni pour les 
6chantillons de l/xg/ ni pour ceux de 3(ig. Ceci 
suggerant qu»un pourcentage proche de 100% des cellules 
NIH3T3 ont pu etre infect6es par le sxumageant pxir de 
ce clone producteur. Le haut degre d* infect ivite de ce 
clone 6tait par ailleurs suspectd par 1 ' observation 
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d'une absence de mortalite cellulaire lors de la itiise 
sous selection par la Neomycine des NIH3T3 infectees 
avec le sumageant de cultiire. 

Southern Blot 

L'ADN des cellules NIH3T3 infectees a et6 soumis a 
xine hydrolyse avec deux enzymes de restriction : Kpnl 
et Pst I. Selon les sondes utilisees, la taille des 
bandes attendue apres integration virale varie. Pour 
1» enzyme Kpnl qui coupe a I'interieur des LTRs et au 
milieu de I'adaptateur multiple de pUC19, une sonde LTR 
revele un fragment de taille constante de 3 610 pb et 
deux fragments de taille variable selon la proximite de 
sites Kpnl genomiques endogenes a proximite du site 
d • integration ; une sonde der ivee par PGR avec les 
amorces tiers distal NeoR/segment proximal LTR^ un 
fragment de meme taille (3610 pb) est attendu, et un 
seul des deux autres fragments variables d'une 
integration a 1' autre • 

Pour 1' enzyme PstI qui coupe deux fois dans la 
par tie mediane de gag et une fois dans 1 * adapt at eur 
multiple de pUC19^ apres integration les fragments 
allumes par les deux sondes precedentes seront de 
taille variable ; une sonde generee par PGR a partir du 
second couple d» amorces allume un fragment constant de 
790 bases. 

Plusieurs dilutions du pla^mide pFOCH29-Neo digere 
par Kpnl et PstI ont ete adjointes sur le Southern 
blot ; ces dilutions correspondant respectivement a 
0,1, 0.5 et 1.0 copies du plasmide pour 10 /xg d'ADN 
g^nomique. 

En outre, I'ADN de cellules infectees non 
selectionnees apres 1' infection et des memes cellules 
s61ectionnees par la Neomycine a et6 systematiquement 
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juxtapose afin de quantifier 1 • inf ectivite de la 
construction ; les cellules ayant fait I'objet d'une 
selection constituant un temoin d' infection de 100%. 

Titration : Titres infectieux viraux par dilutions 
virales 

Des dilutions successives du sumageant prima ire 
ont et6 utilis6es pour infecter des NTHSTS ; surnageant 
pur, dilue au l/lOeme, au 1/lOOOeme et au 1/100 OOOeme. 
Le titre infectieux retenu correspond au nombre de 
colonies observees pour la derniere dilution ou des 
colonies apparaissent que multiplie 1* inverse de cette 
dilution - 

Pour le premier clone, le titre des cellules 
productrices initiales est de 2.10^ pfu/ml. Pour le 
deuxieme clone, le titre est de 10*^ pfu/ml 

Les deux clones producteurs ont ete d^une part 
congel^s regulierement afin d'en conserver des passages 
initiaux ; et d* autre part, maintenus en culture 
continue sur plusieurs mois. Les titrations successives 
(dilutions du surnageant viral) ont permis d« identifier 
une baisse progressive des titres. Pour le premier 
clone, le titre est passe de plus de 2,10^ a seulement 
10^ en I'espace de deux mois de culture continue ; 
cette chute drastigue du titre s " est accompagnee d ' une 
modification de la pousse des cellules en culture avec 
un aspect en foyer et un decollement facile. Pour le 
second clone, le titre est passe de plus de 10^ a 10^ 
en I'espace de deux mois de culture continue, pour 
diminuer jusqu'S. 10^-10^ apres trois mois et demi ; 
cette chute moderee du titre ne s • est accompagnee 
d'aucune modification de la morphologie ni de la pousse 
des cellules en culture. 

4- Test activity helper sur 3T3 BAG 
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Cette recherche a etd effectu^e par test de 
mobilisation sur lignees 3T3BAG (Danos et al, 1988 ; 
Danos^ 1991) . 

Les cellules 3T3BAG ont dans un premier temps ete 
infectees par le sximageant ptir de lignees 
d' encapsidation infectees, Plusieurs cycles successifs 
d* infection de 3T3BAG vierges avec le surnageant des 
3T3BAG precedemment infectees ont ete pratiques pour 
sensibiliser le test, qui s'est r6vele ndgatif . En 
outre, aucxine colonie de cellules resistant a la 
Neomycine n'a pu etre detect6e apres mise en contact de 
NIH3T3 vierges avec le surnageant de NIH3T3 infectees 
et selectionnes par la Neomycine. 

DISCUSSION 

1** Construction du virus 

La construction virale a ete basee sur le principe 
de conservation des sequences critiques comme le PBS, 
la sequence d' encapsidation, le site donneur de splice, 
et aussi sur la conservation d'un long segment de gag, 
dont le maintien participe a la stabilisation des 
transcrits comme I'ont montre plusieurs auteurs (revus 
par McLachlin et al. , 1989), 

Plusieurs autres constructions derivees du meme 
squelette retroviral ont ete realisees auparavant ; 
dont une premiere ou le LTR3 ' etait f lanque en amont et 
en aval de sequences rdtrovirales plus longues et oil 
deux adaptateurs multiples de pUC19 et pUClB dtaient en 
presence. De cette configuration a resulte une grande 
instability, et tme infectivite modeste. 

Une version similaire a celle de FOCH29 a ete 
construite ; similaire en tous points hormis 
1' insertion d'une large sequence incluant le site 
accepteur de splice de la souche "clone 57" du virus de 



2707091 



24 

Friend (Sitbon et al) . Le plasmide resultant a ete 
baptise pFOCH29SA-Neo. L' inf ectivite de cette 
construction s ' est averee laoins demonstrative qu » avec 
pFOCH29-Neo; Neanmoins cette difference n'a ete 
appreciee que sur les donnees du screening primaire par 
PGR. 

2* Selection des clones producteurs 

La selection primaire des clones producteurs par 
la procedure decrite dans la section resultats^ 
exploite la reaction en chaine de la polymerase ; les 
conditions utilisees limitent la capacite de resolution 
de la methode a un seuil qui correspond 
approximativement a un titre retroviral minimal de 104 
pfu/ml, L ' inconvenient potentiel de cette procedure est 
lie au caractere non veritablement quantitatif de la 
PGR, en pairticulier pour quarante cycles 
d' amplification ; en consequence, il existe une 
probability non negligeable de passer a cote de clones 
hautement producteurs. Afin de pallier en partie a cet 
inconvenient, une procedure primaire de selection basee 
sur deux couples d* amorces de PGR independants a et^ 
adoptee . 

3°- Efficacite de 1' infection et Stabilite du virus 

L' utilisation de deux couples d* amorces de PGR 
g^nerant chacun des ampli:rieres de taille attendue, 
permet en outre de verifier 1* absence de remaniements 
grossiers du genome viral au sein des segments 
analyses , apres integration . 

Get element est au mieux controle par le Southern 
blot qui verifie I'cibsence de remaniements majeurs en 
1' absence de bandes inadequates de par leur nombre ou 
leur taille ; ainsi que 1« absence d'evenement 
d » integration multiples au sein de cellules derivees 
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d'un mcme clone, qui evoquerait la presence de virus 
helper . 

Enfin, 1* absence de remaniements majeurs 
susceptibles d'alterer la construction est au iciieux 
appreciee par le test fonctionnel ; demontrant 
1 * acquisition d'un phenotype resistant a la Neomycine 
apres integration chromosomique du g^ne marqueur. 

Ii* ef f icacit^ de 1" infection a ici ete appreciee 
sur trois parametres essentiels : l") la titration 
virale conventionnelle qui a permis de demontrer des 
titres superieurs ou egaux a 10^ pfu/ml. 

2*) le Southern blot confrontant I'intensite du signal 
obtenu apres hybridation sur un hydrolysat de 10/xg 
d'ADN g^nomique provenant de cellules infectees sans 
selection et apres selection par la drogue a laquelle 
le produit du gene transduit confere une resistance^ Si 
des dilutions plasmidiques calculees de maniere 
theorique ont ^te adjointes, elles constituent un mo ins 
bon standard que celui imiaediatement sus-mentionne. En 
ef f et , les dilutions plasmidiques sont telles qu ' une 
imprecision mineure de manipulation peut conduire ^ 
conclure de fagon erronnee a une difference 
significative . 

ensemble de ces elements, additionne d'une 
experience ( 3 ° ) ) de PGR semi-quantitative converge pour 
indiquer que le surnageant non dilue du second clone 
infecte les f ibroblastes murins avec une efficacit6 
proche de 100%. 

Cependant, une instabilite des titres a 6te 
constat6e avec une perte drastique rapide pour le 
premier clone et une decroissance beaucoup plus 
progressive pour le meilleur. Ce ph^nom^ne est de 
constatation banale dans le maniement des cellules 
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productrices qui semblent, au fur et a mesure des 
passages successifs, pcrdre leurs capacites 
d'encapsidation initiales. La production initiale de 
larges quantities de cellules et leur congelation 
attentive permet de pallier a cet inconvenient, 
Neanmoins le titre doit etre syst^matiquement controle^ 
de fagon iterative. 

En outre, une lignee productrice amphotrope a ete 
choisie. Cependant la transfection initiale de cellules 
productrices ecotropes aurait pu permettre 1' infection 
des lignees aiaphotropes , eventuellement repetees de 
fagon reciproque et iterative selon la procedure de 
"ping-pong" (McLachlin JR) (au moyen du surnageant 
filtre pour prevenir un eventuel melange des deux types 
cellulaires) ; celle-ci pourrait contribuer non 
seulement a augmenter 1 * inf ectivite des cellules 
productrices resultantes, mais aussi a stabiliser les 
titres retroviraux. 

Ij»ef f icacite toute particuliere de cette 
construction merite d^etre soulignee ; d'autant plus 
que le squelette viral de la souctie FB29 du virus de 
Friend differe de celui qui a ete utilise pour etablir 
les lignees d' encapsidation. La securite des 
manipulations s ■ en trouve encore amelioree car les 
risques de recombinaisons generatrices potentielles de 
virus competent pour la replication s'en trouvent 
encore amoindris. 

L • introduction d ' un gene marqueur ou de toute 
sequence d'ADNc sens ou antisens ou d"un fragment d'ADN 
g6nomique d'une complexite limitee (nombre d'introns 
limits) de taille inferieure ou 4gale a 7kb dont il 
resultera un ADNc dont les introns seront expulses dans 
les cibles, peut etre realisde a partir de la technique 
decrite precddemment. 
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Dans le cas ou le maintien de sequences 
introniques semble indispensable a I'obtention de 
transcrits stables^ le fragment genomic[ue d'une taille 
inferieure ou egale a 7 kb devra etre introduit en 
orientation transcriptionnelle inverse par rapport a la 
transcription virale, au mieux en utilisant une version 
de la construction ou le LTR(3") sera I'objet d'une 
deletion de la region U3 et ou le fragment genomique 
sera mis sous la dependance transcriptionnelle d'un 
promoteur et/ou d'un activateur de meme orientation, 
afin de ne pas avoir de competition entre les 
transcrits sens dependant des LTR viraux et antisens 
dependant du promoteur ajout6. 

L' introduction d'une deletion de tout ou partie 
des sequences promotrices ou activatrices de la rdgion 
U3 du LTR (3>) off re des garanties de securite majeure 
apres integration du retrovirus. Dans ce cas, 
1' expression du transgene devra etre mise sous la 
dependance d"un promoteur et/ou d^un activateur exogene 
a I'interieur de la construction. 
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REVEKDICATION3 

1. Vecteur recombinant pour le clonage et/ou 
1' expression et/ou le transfert d'une sequence de 
nucleotides exogene caracterise en ce qu'il comprend 
toute sequence contenue dans le fragment Clal-PvuII 
comprenant les nucleotides 7702 et 1527 de la sequence 
donnee a la figure 1 et comprenant 1 • enchainement LTR 
compris entre les nucleotides 7842 et 144, le site PBS 
debutant au nucleotide 145, la sequence d'encapsidation 
comprise dans 1 ' enchainement de 250 nucleotides suivant 
la fin de la sequence LTR, ladite sequence etant 
capable de controler le clonage et/ou 1 ' expression 
et/ou le transfert de la sequence exogene, quelle que 
soit son orientation transcriptionnelle par rapport a 
1 ' orientation ou transcriptionnelle du virus • 

2. Vecteur recombinant selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre tout ou 
partie de la sequence gag situee entre les nucleotides 
619 et 2245 de la sequence de la figure 5, en 
particulier la sequence comprise entre les nucleotides 
619 et 1527 de la sequence de la figure 1. 

3. Vecteur recombinant selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il comprend le fragment Clal-PvuII 
comprenant les nucleotides 7702 a 1527 de la sequence 
representee a la figure 1. 

4. Vecteur rev'ombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre toute sequence contenue dans le fragment 
BamHI-BamHI comprenant les nucleotides 7702 a 310 de la 
sequence representee a la figure 1, et comprenant 
1 ■ enchainement LTR compris entre les nucleotides 7842 
et 144, le site PBS debutant au nucleotide 145, la 
sequence d'encapsidation comprise dans 1 » enchainement 
de 250 nucleotides suivant la fin de la sequence IiTR, 
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ladite sequence etant capable de controler le clonage 
et/ou 1» expression et/ou le transfert de la sequence 
exogene, quelle que soit son orientation 
transcriptionnelle par rapport a 1 ' orientation ou 
transcriptionnelle du virus, 

5. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caract6rise en ce qu'il comprend 
en outre le fragment BamHI-BamHI coiaprenant les 
nucleotides 7702 a 310 de la sequence representee a la 
figure 1. 

6. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5 caracterise en ce qu^il contient 
en outre au moins un adaptateur multiple presentant des 
sites de restriction uniques par rapport aux sites 
contenus dans le vecteur, 

7. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce quMl s'agit du 
plasmide F0CH29 depose a la CNCM le 30 Juin 1993 sous 
le n' 1-1326 • 

8. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il comprend 
en outre un gene ou une partie d'un gene marqueur, par 
exemple, le gene de resistance a la neomycine, 

9. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que la region 
U3 du LTR est deletee au moins en partie , de f a9on 
telle que le promoteur et/ou I'activateur contenu(s) 
dans U3 est (sont) au moins en partie inactive (s) ou 
modifie(s) . 

10. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterise en ce que la region 
U5 du IiTR est deletee au moins en partie. 

11. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caractdrise en ce que la sdquence 
contenue dans le fragment Clal-PvuII et/ou ce fragment,. 
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et/ou la sequence contenue dans le fragment BamHI-BamHI 
et/ou ce fragment est remplacee par une sequence 
hybridant dans des conditions de forte stringence avec 
la sequence correspondante des susdits fragments, ou 
est remplacee par une sequence ayant une homologie d'au 
moins 95% en nucleotides avec la sequence 
correspondante des susdits fragments ou d'au moins 85% 
s'agissant de la sequence U3. 

12. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce que la 
sequence de nucleotides exogene est sous le controle 
d'un promoteur exogene. 

13. Vecteur recombinant selon l"une quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il est 
introduit dans une lignee d'encapsidation. 

14. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il est 
encapside dans une lignee psi-CRIP. 

15. Vecteur recombinant selon I'xine quelconque des 
revendications 1 a 13, caracterise en ce qu'il est 
encapside dans une lignee psi-CRE. 

16. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 15, caracterise en ce qu'il contient 
plusieurs sequences exogenes. 

17 . Vecteur recombinant selon 1 ■ une quelconque des 
revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'au moins 
xine sequence exogene est inseree dans ane sequence LTR. 

18. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce que la 
sequence exogene est une sequence d ' interet 
therapeutique . 

19. Vecteur recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 17, caracterise en ce que la 
sequence exogene code pour un antigene ou pour un 
determinant antigenique. 
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20* Vecteur recoinbinant selon I'une quelconque des 
revendicafcions 1 a 19, caracterise en ce que la 
sequence exogene est une sequence d'ADN genomique, ou 
line sequence d'ADNc ou une sequence d'ARN. 

21 • Cellule recombinante procaryote ou eucaryote, 
caracteris6e en ce qu'elle est modifiee par un vecteur 
recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 
a 20. 

22. Cellule recombinante selon la revendication 

21, caracterisde en ce qu'il s'agit d»une cellule de 
mammifere, en particulier d*une cellule htimaine* 

23. Cellule recombinante selon la revendication 

22, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une cellule 
iiematopoietique, en particulier d'un precurseur 
hematopoietique . 

24. Cellule recombinante selon la revendication 
22, caracterisee en ce qu ' il s ' agit d ' une cellule 
nerveuse, notamment neuronale ou gliale, d'un 
fibroblaste, d*une cellule hepatique, cutanee ou 
musculaire. 
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pUC19 

(ATCC 37254) 
2,685 base pairs Esp3 12683 

£coOI09I2674* 



£sp3I51 
DR1I91 



Beg 1 2215 
Sea 1 2177 



PmiI2066 
Aixi n 2059 




PolyUnkes- 
clonxng sites 
396-454 



Fsp I 1919 

Auall 1837- 
Bgll 181 
Bpml 

Bsal 



®HgiEni387 | | iUttirri2i7' 
£co57 I 1333 BcdF 1 1292 ® 



^0 420 440 



agt^gGAGCTCGGT^CGGGGAT^^ 

jj^i BamHI Soil "ShT" ^ ^ 



. AccI 



Ucr— Ala Uu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp GIu 1^ Thr Ser Arg ^ 
Refsnnets 

Z. Boiiank A»ss{on#VB0026(Vecb3se:pUC19e). 



FIGURE 4 



8/12 2707091 



Kpnl, 



GCGCCAGTCC^TCCCATAGAC TC^GTCOCCC ^GGGTAC^CGT GTATCCAATA AATCCTCTTc 60 
CTGTTGCATC CGACTCGTGG t™ GTCTCCTCAG AGTGATTGAC 120 

TACCCGTCTC GGGGGTCTTT (WrGGGGG CTCGTCCGGG ATCTGGAGAC CCCTGCCCAG 180 
GGACCACCGA CCCACCACCG EgAgSaaGC TGGCCAGCAA TTGTTCTGTG TCTGTCCATT 240 
GTCCTGTGTC^^^G^CAT TTTATGCGCC TGTGTCTGTr&GGCC GACTAGATTG 300 

gtatctggcg gatcc^tggt ggaactgacg agttcgagac acccggccgc aac£5Sg?^6o 

GACGTCCCAG GGACTTCGGG GGCCATTTOT GTGGCCCGGC CAGAGTCCAA CCATCCCGAT 420 

CGTTTTGGAC TCTTTGGTGC ACCCCCCTOA GAGGAGGGGT ATGTGGTTCT GGTAGGAGAC 480 

AGAGGGCTAA AACGGTTTCC ^C^CCGTCT GAGTTTTTGC TTTCGGTTTG GAACCGAAGC 540 

CGCGCCGCGC GTCTTGTCTG^CTGdAGCATC GTTCTGTGTT GTCTCTGTTT GACTGTTTTT 600 

CTGTATTTGT ^^AAAACAT^^^^CTGraACCACCC CCTTAAGTTT GACTTTAGAC 660 

CACTGGAAGG ATGTCGAACG GACAGCCCAC AACCTGTCGG TAGAGGTTAG AAAAAGGCGC 72 0 

TGGGTTACAT TCTGCTCTGC AGAATGGCCA ACCTTCAACG TCGGATGGCC ACGAGACGGC 780 

ACTTTTAACC CAGACATTAT TACACAGGTT AAGATCAAGG TCTTCTCACC TGGCCCACAT 840 

GGACATCCGG ATCAGGTCCC CTACATCGTG ACCTGGGAAG CTATAGCAGT AGACCCCCCT 900 

CCCTGGGTCA GACCCTTCGT 6CACCCTAAA CCTCCCCTCT CTCTTCCCCC TTCAGCCCCC 960 

_ MApl5 M 1 M3D12 

TCTCTCCCAC CTGAACCCCC ACTCTCGACC CCGCCCCAGT CCTCCCTCri TicGGCTCTC 1020 

ACTTCTCCTT TAAACACCAA ACCTAGGCy CAAGTCCTTC CTGATAGCGG AGGACCACTC 1080 

ATTGATCTAC TCACGGAGGA CCCTCCGCCT TACCGGGACC CAGGGCCACC CTCTCCTGAC 1140 

GGGAACGGCG ATAGCGGAGA AGTGGCCCCT ACAGAAGGAG CCCCTGACCC TTCCCCAATG 1200 

^ G-^CCGCC TGCGGGGAAG AAAAGAACCC CCCGTGGCGG ATTCTACTAC CTCTCAGGCG 1260 

TTCCCCCTTC GCCTGGGAGG GAATGGACAG TATCAATACT GGCCATTTTC CTCCTCTGAC 1320 

CTCTATAACT GGAAAAATAA GAAGCrrCTCT TTCTCCGAGG ACCCAGCTAA ATTGACAGCT 1380 

TTGATCGAGT CCGO^CTOT CCCACTTGGG ATGACTGCCA ACAGCTATTA 1440 

FMS15 1447-1468 1 

GGGACCCTGC TGACGGGAGA AGAAAAACag CGAGTGCTCC TAGAGGCCCG AAAGGCGGTT 1500 
CGAGGGGAGG ACGGACGCCC AACTO^G^C^CAATGACA TTAATGATGC TTTTCCCTTG 1560 
GAACGTCCCG ACTGGGACTA CAACAC ct^AA CGi^ TAGGA ACCACCTAGT CCACTATCGC 1620 
CAGTTGCTCC TAGCGGGTCT CCAAAACGCG GGCAGAAGCC CCACCAATTT GGCCAAGGTA 1680 
AAAGGGATAA CCCAGGGACC TAATGAGTCT CCCTCAGCCT TTTTAGAGAG ACTCAAGGAG 1740 
GCCTATCGCA GATACACTCC TTATGACCCT GAGGACCCAG GGCAAGAAAC CAATGTGGCC 1800 
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ATGTCATTCA TCTGGCAGTC CGCCCCGGAT ATCGGGCGAA AG ITAGAGCG GTTAGAAGAT 1860 
TTGAAGAGTA AGACCTTAGG AGACTTAGTG AGGGAAGCTG AAa jAGATCI^ r TAATAAACGA 1920 
GAAACCCCGG AAGAAAGAGA GGAACGTATT AGGAGAGAAA CAGAGGAAAA GGAAGAACGC 1980 
'"'"'"''''C^p'^'' OAGAGAGAAG GAGAGGGACC GCAGAAGACA TAGAGAAATG 2040 
AGTAAGTTGC TGGCTACTGT CGTTAGCGGG CAGAGACAGG ATAGACAGGG AGGAGAGCGA 2100 
AGGAGGCCCC AACTCGACCA CGACCAGTGT GCCTACTGCA AAGAAAAGGG ACATTGGGCT 2160 
AGAGATTGCC^CCA AGAAGC C AAGAGGACCC CGGGGACCAC GACCCCAGGC CTCCCTCCTG, 2220 
^W^80''8^< TCAGGGTCAG GAGCCCCCCC CTGAACCCAG GATAACCCTC 

AGAGTCGGGG-GGCAACCCGT CACCTTCCTA GTGGATACTG GGGCCCAACA CTCCercCTG 2340 
ACCCAAAATC CTGGACCCCT AAGTGACAAG TCTGCCTGGG TCCAAGGGGC TACTGGAGGG 2400 
AAGCGGTATC GCTGGACCAC GGATCGCCGA GTGCACCTAG CCACCGGTAA GGTCACCCAT 2460 
TCTTTCCTCC ATGTACCAGA TTGCCCCTAT CCTCTGCTAG GAAGAGATTT GCTGACTAAA 2520 
CTAAAAGCCC ^TTCACPT TGAGGGATCA GGAGCTCAGG TTGTGGGACC AATGGGACAG 2580 
CCCCTGCAAG TGCTGACCCT AAACATAGAA GATGAGTATC GGCTACATGA GACCTCAAAA 2640 
GGGCCAGATG TGCCTCTAGG GTCCACATGG CTCTCTGArP^TTCCCCAGGC CTGGGCAGAA 2700 
ACCGGGGGCA TGGGGCTGGC CGTTCGCCAA GCTCCTC frGA TCa ItACCTCT GAAGGCAACC 2760 
TCTACCCCCG TGTCCATAAA ACAATACCCJ^CACAAG AAGCCAGACT GGGGATCAAG 2820 
CCCCACATAC AGAGACTGCT GGATCAGC ^GA ATTcj cGGTAC CCTGCCAGTC CCCCTGGAAC 2880 
ACGCCCCTGC TACCCGTTAA GAAACCGGGG ACTAATGATT ATAGGCCTGT CCAGGATCTG 2940 
AGAGAAGTCA ACAAGCGGGT GGAAGACATC CACCCCACCG TGCCCAACCC TTACAACCTC 3000 
TTGAGCGGGC TCCCACCGTC CCACCAGTGG TACACTGTGC TTGACTTAAA AGATGCTTTT 3060 
raCTGCCTGA GACTCCACCC CACCAGTCAG TCTCTCTTCG CCTTTGAGTG . GAGAGATCCA 3120 
GACJ^GGGAA TCTCAGGACA ATTAACCTGG ACCAGACTCC CGCAGGGTTT CAAAAACA6T 3180 
CCCACCCTGT TTGATGAAGC CCTGCACAGG GACCTCGCAG ACTTCCGGAT CCAGCACCCA 3240 
GACCTGATTC TGCTCCAGTA TGTAGATGAC TTACTGCTGG CCGCCACTTC TGAGCTTGAC 3300 
TGTCAACAAG GTACGCGGGC CCTGTTACAA ACCCTAGGGG ACCTCGGATA TCGGGCCTCG 3360 
GCCAAGAAAG CCCAAATTTG CCAGAAACAG GTCAAGTATC TGGGGTATCT TCTAAAAGAG 3420 
GGTCAGAGAT GGCTGACTGA GGCCAGAAAk GAGACTGTGA TGGGGCAGCC TACTCCGAAG 3480 
ACCCCTCGAC AACTAAGGGA GTTCCTAGGG ACGGCAGGCT TCTGTCGCCT CTGGATCCCT 3540 
GGGTTTGCAG AAATGGCAGC CCCCTTGTAC CCTCTCACCA AAACGGGGAC TCTGTTTGAG 3600 
TGGC-GCCCAG ACCAGCAAAA GGCCTACCAA GAGATCAAGC AGGCTCTCTT AACTr^CCCT 3660" 
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GCCCTGGGAT TGCCAGACTT GACTAAGCCC TTCGAACTTT TTGTTGACGA GAAGCAGGGC 3720 
TACGCCAAAG GTGTCCTAAC GCAAAAACTG GGGCCTTGGC GTCGGCCGGT GGCCTACCTG 3780 
TCCAAAAAGC TAGACCCAGT GGCAGCTGGG TGGCCCCCTT GCCTACGGAT GGTAGCAGCC 3840 
ATCGCCGTTC TGACCAAAGA CGCTGGCAAG CTCACCATGG GACAGCCACT AGTCATTCTG 3900 
GCCCCCCATG CAGTAGAGGC ACTAGTTAAG CAACCCCCTG ATCGCTGGCT CTCCAACGCC 3960 
" CGAATGACCC ACTACCAGGC TCTGCTTCTG GACACGGACC GAGTCCAGTT CGGACCAATA 4020 
GTGGCCCTAA ACCCAGCTAC GCTGCTCCCT CTACCTGAGG AGGGGCTGCA ACATGACTGC 4080 
CTTGACATCT TGGCTGAAGC CCACGGAACT AGACCAGATC TTACGGACCA GCCTCTCCCA 4140 
GACGCTGACC ACACCTGGTA CACAGATGGG AGCAGCTTCC TGCAAGAGGG GCAGCGCAAG 4200 
GCCGGAGCAG CAGTAACCAC CGAGACCGAG GTAGTCTGGG CCAAAGCACT GCCAGCCGGG 4260 
ACATCGGCCC AAAGAGCTGA GTTGATAGCG CTCACCCAAG CCTTAAAAAT GGCAGAAGGT 4320 
AAGAAGCTGA ATGTTTACAC CGATAGCCGT TATGCTTTTG CCACTGCCCA TATTCACGGA 4380 
GAAATATATA GAAGGCGCGG GTTGCTCACA TCAGAAGGAA AAGAAATCAA AAATAAGGAC 4440 
GAGATCTTGG CCCTACTGAA GGCTCTCTTC CTGCCCAAAA GACTTAGCAT AATTCATTGC 4500 
CCGGGACATC AGAAGGGAAA CCGCGCGGAG GCAAGGGGCA ACAGGATGGC CGACCAAGCG 4560 
GCCCGAGAAG TAGCCACTAG AGAAACTCCA GAGACTTCCA CACTTCTGAT AGAAAATTCA 4620 
GCCCCCTATA CTCATGAACA TTTTCACTAT ACGGTGACTG ACATAAAAGA TCTGACTAAA 4680 
CTAGGGGCCA CTTATGACGA TGCAAAGAAG TGTTGGGTTT ATCAGGGAAA GCCTGTAATG 4740 
CCTGATCAAT TCACCTTTGA ACTATTAGAT TTTCTTCATC AATTGACCCA CCTCAGTTTC 4800 
TCAAAAACAA AGGCTCTTCT AGAAAGGAAC TACTGTCCTT ATTACATGCT GAACCGGGAT 4860 
CGAACGCTCA AAGACATCAC TGAGACTTGC CAAGCCTGTG CACAGGTCAA TGCCAGCAAG 4920 
TCTGCCGTCA AACAAGGGAC TAGAGTTCGA GGGCACCGAC CCGGCACCCA CTGGGAAATT 4980 
GATTTCACTG AGGTAAAACC TGGCCTGTAT GGGTATAAAT ATCTTTTAGT TTTCATAGAC 5040 
ACTTTCTCTG GATGGGTAGA AGCTTTCCCA ACCAAGAAAG AAAbTGCCAA AGTTGTAACC 5100 
AAGAAGCTAC TAGAAGAAAT CTTCCCCAGA TTCGGCATGC CACAGGTATT GGGAACCGAC 5160 
AATGGGCCTG CCTTCGTCTC CAAGGTAAGT CAGACAGTAG CCGATTTACT GGGGGTTGAT 5220 
TGGAAACTAC ATTGTGCTTA CAGACCCCAG AGTTCAGGTC AGGTAGAAAG AATGAATAGG 5280 
ACAATCAAGG AGACTTTAAC TAAATTGACG CTTGCAACTG GCTCTAGGGA CTGGGTGCTC 5340 
CTGCTTCCCC TAGCCCTGTA TCGAGCCCGC AACACGCCGG GCCCCCATGG TCTCACCCCA 5400 ' 
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TATGAAATCT TATATGGGGC ACCCCCGCCC CTTGTAAACT TCCCTGATCC TGACATGGCA 5460 
AAGGTTACTC ATAACCCCTC TCTCCAAGCC CATTTACAGG CACTCTACCT GGTCCAGCAC 5520 
GAAGTCTGGA GACCGTTGGC GGCAGCTTAC CAAGAACAAC TGGACCGGCC GGTAGTGCCT 5580 
CACCCTTTCC GAGTCGGTGA CACAGTGTGG GTCCGCAGAC ACCAAACTAA AAATCTAGAA 5640 
CCCCGCTGGA AAGGACCTTA TACCGTCCTA CTGACTACCC CCACCGCTCT CAAAGTGGAC 5700 
GGCATTGCAG CGTGGATCCA CGCTGCCCAC GTAAAGGCTG CCGACACCAG GATTGAGCCA 5760 

CCATCGGAAT CGACATGGCG TGTTCAACGC TCTCAAAATC CCCTAAAGAT AAGATTGACC 5820 
>REFMI.VCGD.ENV xuAt-c 5820 

K^VCOT.'??^^'''''''''' TTAATTCTCT TCCTGTCTCT CAAAGGGGCC AGATCCGCAG 5880 
CACCCGGCTC 'cAGCCCTCAC CAGGTCTACA ACATTACCTG GGAAGTGACC AATGGGGATC 5940 
GGGAGACAGT ATGGGCAATA TCAGGCAACC ACCCTCTGTG GACTTGGTGG CCAGTCCTCA 6000 
CCCCAGATTT GTGTATGTTA GCTCTCAGTG GGCCGCCCCA CTGGGGGCTA GAGTATCAGG 6060 
CCCCCTATTC CTCGCCCCCG GGGCCCCCTT GTTGCTCAGG GAGCAGCGGG AACGTTGCAG 6120 
GCTGTGCCAG AGACTGCAAC GAGCCCTTGA CCTCCCTCAC CCCTCGGTGC AACACTGCCT 6180 
GGAACAGACT TAAGCTGGAC CAGGTAACTC ATAAATCAAG TGAGGGATTT TATGTCTGCC 6240 
CCGGGTCACA TCGCCCCCGG GAAGCCAAGT CCTGTGGGGG TCCAGACTCC TTCTACTGTG 6300 
CCTCTTGGGG CTGCGAGACA ACCGGTAGAG TATACTGGAA GCCCTCCTCT TCTTGGGACT 6360 
ACATCACAGT AGACAACAAT CTCACCTCTA ACCAGGCTGT TCAGGTATGC AAAGACAATA 6420 
AGTGGTGCAA TCCCTTGGCT ATCCGGTTTA CAAACGCCGG GAAACAGGTC ACCTCATGGA 6480 
CAACTGGACA CTATTGGGGT CTACGTCTTT ATGTCTCTGG ACAGGACCCA GGGCTTACTT 6540 
TCGGGATCCG ACTCAGTTAT CAAAATCTAG GACCTCGGAT CCCAATAGGA CCAAACCCCG 6600 
TCCTGGCAGA CCAACTTTCG TTCCCGCTAC CTAATCCCCT ACCCAAACCT GCCAAGTCTC 6660 
CCCCCGCCTC TAGTTCGACT CCCACATTGA TTTCCCCGTC CCCCACTCCC ACTCAGCCCC 6720 
CGCCAGCAGG AACGGGAGAC ACJ.iTACTAA ATCTAGTACA GGGAGCTTAC CAGGCACTCA 6780 
ACCTTACCAA CCCTGATAAA ACTCAAGAGT GCTGGTTATG CCTAGTGTCT GGACCCCCCT 6840 
ATTACGAGGG GGTTGCCGTC CTAGGTACTT ATTCCAACCA TACCTCTGCC CCAGCTAACT 6900 
GCTCCGTGGC CTCCCAACAC AAGCTGACCC TGTCCGAAGT GACTGGACGG GGACTCTGCA 6960 
TAGGAACAGT CCCAAAAACT CACCAGGCCC TGTGCAACAC TACCCTTAAG GCAGGCAAAG 7020 
GGTCTTACTA TCTAGTTGCC CCCACAGGAA CTATGTGGGC ATGTAACACT GGACTCACTC 7080 
CATGCCTATC TGCCACCGTG CTTAATCGCA CCACT6ACTA TTGCGTTCTC GTGGAATTAT 7140" 
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GGCCCAGGGT CACCTACCAT CCTCCCAGTT ACGTCTATAG CCAGTTTGAA AAATCCCATA 7200 

GACATAAAAG AGAACCAGTG TCCTTAACCT TGGCCTTATT ATTAGGTGGG CTAACTATGG 7260 

GTGGCATCGC CGCGGGAGTA GGGACAGGAA CTACCGCCCT GGTCGCCACC CAGCAGTTTC 7320 

AGCAGCTCCA TGCTGCCGTA CAAGATGATC TCAAAGAAGT CGAAAAGTCA ATTACTAACC 7380 

TAGAAAAGTC TCTTACTTCG TTGTCTGAGG TTGTACTGCA GAATCGACGA GGCCTAGACC 7440 

TGTTGTTCCT AAAAGAGGGA GGACTGTGTG CTGCCCTAAA AGAAGA^TGT TGTTTCTATG 7500 

CTGACCATAC AGGCCTAGTA AGAGATAGTA TGGCCAAATT AAGAGAGAGA CTCTCTCAGA 7560 

GACAAAAACT ATTTGAGTCG AGCCAAGGAT GGTTCGAAGG ATGGTTTAAC AGATCCCCCT 7620 

GGTOTACCAC GTTGATATCC ACCATCATGG GGCCTCTCAT TATACTCCTA CTAATTCTGC 7680 

TTTTTGGACC CTGCATTCTT AATCGATTAG TTCAATTTGT TAAAGACAGG ATCTCAGTAG 7740 

TCCAGGCTTT AGTCCTGACT CAACAATACC ACCAGCTAAA ACCACTAGAA TACGAGCCAC 7800 

AATAAATAAA AGATTTTATT TAGTTTCCAG AAAAAGGGGG GAATGAAAGA CCCCACCAAA 7860 

TTGCTTA GCC^T GATAGCCGC AGTAACGCCA TTTT6CAAGG CATGGAAAAA TACCAAACCA 7920 

*^^GAATAGAGA AGTTCAGATCf' AAGGGCGGGT ACACGAAAAC AGCTAACGTT GGGCCAAACA 7980 

GGATATCTGC GGTGAGCAGT TTCGGCCCCG GCCCGGGGCC AAGAACAGATG^CCGO^ 8040 

GTTCGGCC CC GGCCCGGGGC CAAGAACAGA TGGTCCCCAG ATATGGCC<!ai ACCCTCAG^ 8100 

GTTTCTtAag ACCCATCAGA TGTTTCCJ^ CTCCCCCA^G GACCTGAAAT GACCCTGTGC 8160 

CTTATTTGAA TTAACCAATC AGCCTGCTTC WcTTCTGT TCGCGCGCTT CTGCTTCCCG 8220 

AGCTCTATAA AAGAGCTCAC AACCCCTCAC TCGGCGCGCC AGTCCTCCGA TAGACTGAGT 8280 

CGCCCGGGTA CCCGTGTATC CAATAAATCC TCTTGCTGTT GCA o,-,, 
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